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泌される（血清 Tf）。一方、ヒト脳脊髄液（cerebrospinal fluid, CSF）中には脳型 Tfと血清型 Tfの 2
種類の Tf糖鎖アイソフォームが存在する。脳型 Tfは CSFの産生組織である脈絡叢に由来し、血清型 Tf
は血液に由来すると考えられている。 
















キンソン症状などを特徴とするレヴィ小体型認知症（dementia with Lewy bodies, DLB）、自律神経障
害に加えて、パーキンソン症状または小脳症状を伴う多系統萎縮症（multiple system atrophy, MSA）
がある。 








 これらのことから、本研究では ADに加えて各種の神経変性疾患における CSF中の Tfの測定を行い、
脳型 Tfの変化の有無を検討した。 
【方法】 
 対照群 15例、AD 18例、FTD 5例、PSP 7例、PD 73例、MSA 20例の CSF中の Tfを測定した。
各疾患はそれぞれ臨床的診断基準を用いて診断し、対照群は頭痛やてんかんなど種々の神経疾患とした。
タウ蛋白異常により発症する AD、FTD、PSP をタウオパチー群、-シヌクレイン蛋白異常により発症
する PD と MSA を-シヌクレイノパチー群とした。Tf の測定はウェスタンブロット法にて行い、ブロ
ット間の誤差を補正するために Tfインデックス（血清型 Tf/脳型 Tf）を採用した。また PDについては、
CSF 中の-シヌクレインおよび CSF の代謝マーカーであるプロスタグランジン D2 合成酵素
（prostaglandin D2 synthetase, PGD2S）を酵素免疫測定（enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA）法にて測定した。 
【結果】 
 タウオパチー群と対照群で Tfインデックスに差は認めなかった（それぞれ 2.34 ± 0.77、2.12 ± 0.92, p 
= 0.248）。一方、-シヌクレイノパチー群、すなわち PDと MSA の Tf インデックスは対照群と比べて
有意に高値であった（それぞれ 3.38 ± 1.87, p = 0.001、3.15 ± 1.74, p = 0.043）。PDとMSAの Tfイン
デックスは単純な正規分布を示さないことから、正規確率プロットによる正規分布性の検定、傾向化除
去正規 Quantile-Quantile（Q-Q）プロットを行った。PD の Tf インデックスの傾向化除去正規 Q-Q プ
ロットでは、インデックス 4付近を境にして、少なくとも 2つのグループに分けられることが示された。
Tf インデックスが 4 以上を示す PD はほぼ 1 本の直線で近似され、独立したサブグループであることが
示唆された。同様の Tf インデックス高値群が MSA でも観察された。両者を重ね合わせた傾向化除去正
規 Q-Qプロットにおいても、Tfインデックス高値群の直線性が認められた。従って、-シヌクレイノパ
チー群において Tfインデックス高値のサブグループが示唆された。また PDのうち、Tfインデックス高
値群は Tfインデックス低値群に比べて CSF中の-シヌクレインは有意に高値であった（それぞれ 38.3 ± 
17.8 ng/mL, 25.3 ± 11.3 ng/mL, p = 0.012）。一方、PGD2S値に差は認めなかったことから、CSFの代
謝の大きな変化は示されなかった。 
【考察】 
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AD, Alzheimer’s disease 
BACE1, beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 
CBD, corticobasal degeneration 
CSF, cerebrospinal fluid 
DLB, dementia with Lewy bodies 
DTT, dithiothreitol 
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay 




HRP, horseradish peroxidase 
iNPH, idiopathic normal pressure hydrocephalus 
L-PGDS, lipocalin-type prostaglandin D synthase 
Man, mannose 
MSA, multiple system atrophy 
NINCDS-ADRDA, National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and 
the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association 
NeuAc, N-acetylneuraminic acid 
NINDS-SPSP, National Institutes of Neurological Disorders and Stroke-Society for PSP 
PA, pyridyl-amination 
PBST, phosphate buffered saline-tween 
PD, Parkinson’s disease 
PGD2S, prostaglandin D2 synthetase 
PSP, progressive supranuclear palsy 
Q-Q, Quantile-Quantile 
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-poly acryl amide gel electrophoresis 
SNCA, -synuclein 
Tf, transferrin 













 鉄輸送タンパク質である Tfには、ヒト CSF中に脳型 Tfと血清型 Tfの 2種類の Tf糖鎖アイソフォー
ムが存在することが報告されている（図 1）。脳型 Tf は糖鎖末端のシアル酸とガラクトースを欠く特徴的な
バイアンテナの N-グリカンを持ち、さらにバイセクト N-アセチルグルコサミンとコアフコースの修飾を受けている
[1,2]。抗 Tf 抗体により脈絡叢が強く染色されたことから、脳型 Tf は CSF の産生組織である脈絡叢に由来する
と考えられている[1]。なお、“脳型”糖鎖は PGD2S や β-セクレターゼ（beta-site amyloid precursor 
protein cleaving enzyme, BACE1）などの脳内で生合成される糖タンパク質上にも発現することが知ら
れている[3,4]。一方、血清型 Tfは血清 Tf と同様にバイアンテナの-2,6シアル酸末端糖鎖を有し、血清型 Tf
は血液に由来すると考えられている[5]。 
 われわれは、CSFの代謝異常が原因である iNPH において Tf 糖鎖アイソフォームを分析したところ、
























ら、脳型 Tfの検討は PDの新たなバイオマーカーとなりうる可能性が推測された。 




方法（materials and methods / procedures）： 
 
対照群 15例、AD 18例、FTD 5例、PSP 7例、PD 73例、MSA 20例の CSF中の Tfを測定した。 
PDとMSAはそれぞれUK brain bankの臨床的パーキンソン病診断基準とGilmanらの改訂MSA診
断基準を用いて診断した[12, 13]。ADは Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth 
edition（DSM-4）改訂版と National Institute of Neurological and Communicative Disorders and 
Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association（NINCDS-ADRDA）研究班の
診断基準を用いて診断した[14]。FTDと PSPはそれぞれ Nearyらの臨床的 FTLD診断基準と National 




脳型 Tf および血清型 Tf は Futakawa らの方法を用いてウェスタンブロット法により定量し、ブロッ
ト間の誤差を補正するために Tfインデックス（血清型 Tf/脳型 Tf）を採用した[1]。すなわち、検量線の
範囲内に入るようにおおよそのタンパク量を揃えて調整した CSF サンプルを、還元剤（dithiothreitol, 
DTT）を用いない緩衝剤（phosphate buffered saline-tween, PBST）で溶解後 3分煮沸し、7.5%ドデシ
ル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル（SuperSep™ Ace; Wako Pure Chemical Industries, Osaka, 




（Nitrocellulose Membranes, #162-0115, 0.45µm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif, USA）へ転
写した。3% milk PBST、4℃で一晩ブロッキングを行い、3% milk PBSTで 2000倍希釈した抗 Tf抗体
（Bethyl Laboratories, Montgomery, Tex, USA）を室温で 2時間、3% milk PBSTで 4000倍希釈した
horseradish peroxidase（HRP）標識抗ヒツジ IgG抗体（Jackson, ImmunoResearch Laboratories, West 
Grove, Pa, USA）を室温で 2時間インキュベートした後、Supersignal West Dura Chemiluminescent 
Substrate（Pierce Biotechnology, Rock-ford, Ill, USA）を用いて検出した。検出したバンドのシグナル
は CoolSaver 1.0および CS Analyzer 2.0（ATTO, Tokyo, Japan)により解析し定量した（図 3）。 
また PD については、CSF 中の-シヌクレインおよび CSF の代謝マーカーである PGD2S を ELISA
法にて測定した。-シヌクレインは Tokudaらの方法を用いて測定した[17]。PGD2Sは iNPHにおいて
減少することが知られている CSF の代謝マーカーであるが[18]、human prostaglandin D synthase 
(lipocalin-type) ELISA kit（BioVendor Laboratorní medicína, Modrice, Czech Republic）を用いて測
定した。抗ヒト lipocalin-type prostaglandin D synthase（L-PGDS）ポリクローナル抗体がコートされ
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た 96 ウェルプレートに標準サンプル、100 倍に希釈した陽性コントロール、500 倍に希釈した CSF サ
ンプルをデュプリケートで添加し常温で 1 時間インキュベートした。3 回洗浄後に HRP 標識抗ヒト
L-PGDSポリクローナル抗体を加え常温で 1時間インキュベートし、3回洗浄後に tetramethylbenzidine
（TMB）基質液を加え遮光して常温で 10 分間静置後に停止液を加え、プレートリーダー（Bio-rad 
Laboraories）にて 450nm の吸光度を測定した。 
統計解析は SPSS version 17（SPSS, Chicago, IL）と“R” version 3.2.0（the R Foundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria ）を用いて行い、 p<0.05 を有意差ありとした。







 -シヌクレイノパチー群（PDとMSA）とタウオパチー群（AD、FTDと PSP）において Tfインデッ
クス（血清型 Tf/脳型 Tf）を測定した。Tf インデックスはタウオパチー群と対照群で差は認めなかった
（それぞれ 2.34 ± 0.77、2.12 ± 0.92, p = 0.248、Mann-Whitney U検定）（図 4）。一方、-シヌクレイ
ノパチー群、すなわち PD と MSA の Tf インデックスは対照群と比べて有意に高値であった（それぞれ
3.38 ± 1.87, p = 0.001、3.15 ± 1.74, p = 0.043、Mann-Whitney U検定）。PDとMSAの Tfインデック
スは単純な正規分布を示していないことから、正規確率プロットによる正規分布性の検定（傾向化除去
正規 Q-Q プロット）を行った。PD の Tf インデックスの傾向化除去正規 Q-Q プロットでは、インデッ
クス値 4 付近を境にして、少なくとも 2つのグループに分けられることが示された（図 5A）。Tfインデ
ックス値が 4 以上を示す PD はほぼ 1 本の直線で近似され、統計的に独立したサブグループであること
が示唆された。同様の Tf インデックス高値群が MSA でも観察され（図 5B）、両者を重ね合わせた傾向
化除去正規Q-QプロットにおいてもTfインデックス高値群の直線性が認められた（図5C）。したがって、
-シヌクレイノパチー群において Tf インデックス高値のサブグループが示唆された。PD のサブグルー
プを Tfインデックス高値群と Tfインデックス低値群に分類し、重症度（Unified Parkinoson's Disease 
Rating Scale, UPDRS）、罹病期間、年齢、性別などの臨床データを比較したが、有意差は認めなかった。 
 -シヌクレイノパチーでは、神経細胞に-シヌクレインが蓄積する一方で CSF 中の-シヌクレインは
低下するとされている。Mollenhauerらは、PDでは対照群に比べて CSF中の-シヌクレインは 60%ま
で低下すると報告している[9]。本研究においても PD のサブグループにおいて、CSF 中の-シヌクレイ
ンを測定した（図 6A）。Tfインデックス高値群の-シヌクレイン値（38.3 ± 17.8 ng/mL）は Tfインデ




群における Tfインデックス高値は脳型 Tfの減少が主因であると考えられた。脳型 Tfが選択的に減少す
るとした場合、脈絡叢からの産生の低下あるいは神経系での吸収の亢進のいずれかの機序が考えられる。
そこで、代表的な CSF の産生マーカーである PGD2S を測定したが（図 6B）、これらのサブグループ













こすことが明らかとなった。また Hfe遺伝子は家族性と孤発性の ADの発症に関連する[19, 20]。Hfe遺
伝子は遺伝性ヘモクロマトーシスの原因遺伝子として同定され、その産生タンパク質である HFE は β2-
ミクログロブリンと Tf 受容体と複合体を形成し、Tf の受容体結合能を低下させる[21, 22]。これらの結
果から、Tf を含めた鉄代謝異常が PD や MSA を含む神経変性疾患の病因となることが示唆される。事
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図 2 iNPHおよび ADにおける脳型 Tfの変化（引用文献 1 より） 








図 3 神経変性疾患における CSF中 Tfのウェスタンブロット法による解析 
方法に従ってMSA、PD、コントロール、標準サンプル（ヒト血清 Tf）を解析した一例を示す。検量線
の範囲内に入るようにおおよそのタンパク量を揃えて調整した CSFサンプル（本例では 0.75～1.0μL）
を用いて泳動した。血清型 Tfと脳型 Tfの定量については、ブロット間での誤差を補正するために Tfイ





図 4 神経変性疾患における CSF中の Tfインデックスと総 Tf量 
（A）対照群（n = 15）、AD（n = 18）、FTD（n = 5）と PSP（n = 7）を含むタウオパチー、PD（n = 73）、
MSA（n = 20）における Tfインデックス（血清型 Tf/髄液型 Tf)。ADの Tfインデックスはわれわれが
報告した文献 1 から引用した。Tf インデックスはタウオパチー群と対照群で差は認めなかったが（それ
ぞれ 2.34 ± 0.77、2.12 ± 0.92, p = 0.248、Mann-Whitney U検定）、PDとMSAの Tfインデックスは対
照群と比べて有意に高値であった（それぞれ 3.38 ± 1.87, p = 0.001、3.15 ± 1.74, p = 0.043、
Mann-Whitney U検定）。 





図 5 -シヌクレイノパチーにおける Tfインデックスの正規分布性（傾向化除去正規 Q-Qプロット） 
（A）PDの傾向化除去正規 Q-Qプロット。インデックス値 4付近を境にして、少なくとも 2つのグルー










図 6 PDにおける CSF中の-シヌクレイン値と PGD2S値 
（A）PDの Tf インデックス低値群(n = 61)と高値群(n = 12)における CSF 中の-シヌクレイン値。Tf
インデックス高値群の-シヌクレイン値（38.3 ± 17.8 ng/mL）は Tfインデックス低値群の-シヌクレイ
ン値（25.3 ± 11.3 ng/mL）に比べて有意に高値であった（p = 0.012、Mann-Whitney U 検定）。 
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